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К группе ингибиторов пищеварительных ферментов – веществ, способных 
ингибировать активность некоторых ферментов, относят вещества белковой природы, 
имеющие специфические свойства в отношении пепсина, трипсина, химотрипсина,     α-
амилазы. Белковые ингибиторы обнаружены в семенах бобовых культур (соя, фасоль и 
др.), злаковых (пшеница, ячмень и др.), в картофеле, яичном белке и других продуктах 
растительного и животного происхождения [1]. 
Установлено, что употребление муки из некоторых бобовых культур (соя, фасоль), 
не подвергавшейся термической обработке, оказывает отрицательное воздействие на 
организм человека. Это связано с тем, что белковые ингибиторы, содержащиеся в данных 
продуктах, характеризуются высокой термостабильностью, что в целом не характерно для 
веществ белковой природы. Для полной инактивации ингибиторов проводят термическую 
обработку при 130 °С в течение 1 ч, что приводит к снижению пищевой и биологической 
ценности продукта [2]. 
Важными направлениями биотехнологии являются увеличение ресурсов продовольствия, 
повышение биологических и профилактических свойств пищевых продуктов, создания 
диагностических препаратов из белковых веществ растительного происхождения [3]. 
Диагностическими препаратами называют лекарственные средства, которые вводятся в организм 
с целью определения функциональной способности органов, для исследований по определению 
активности ферментов. Также это могут быть биопрепараты, применяемые при заболеваниях 
пищеварительного тракта, обмена веществ, для лечения некоторых заболеваний (диабета, 
ожирения, кариеса и других). Перспективным источником получения белковых ингибиторов 
является растительное сырье, обладающее высокой биологической ценностью, например, 
бобовые: фасоль, соя, чечевица, люпин, нут [4]. 
Во всех семенах бобовых растений обнаружены ингибиторы трипсина и амилаз [5]. В 
практической медицине ингибиторы амилаз успешно применяются в качестве препаратов для 
лечения заболеваний, связанных с повышенной активностью этих ферментов, – диабета, кариеса, 
ожирения и др. 
Из-за того, что в семенах бобовых содержится комплекс белковых веществ, для выделения 
ингибиторов необходимо использовать различные методы фракционирования белка [5]. Также в 
семенах присутствуют пептидные комплексы с липидами, углеводами, что тоже осложняет задачу 
исследователя. В связи с этим актуальным является разработка многоступенчатого подхода 
выделения ингибиторов пищеварительных ферментов из растительного сырья. 
В качестве объекта исследования была выбрана фасоль. 
На основании экспериментальных данных для получения комплекса ингибиторов 
ферментов из семян фасоли была разработана блок-схема (рис. 1). 
Ингибиторы ферментов локализованы внутри отдельных растительных клеток, через 
оболочки которых они не могут диффундировать в окружающий раствор. Поэтому для выделения 
ингибиторов ферментов осуществляли разрушение целлюлозной оболочки семян фасоли [6]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Гомогенизация сырья 
Экстрагирование 
растительного сырья 
буфером 
Центрифугирование 
биомассы  
 
Отделение осадка 
вакуумным фильтрованием 
 
Очистка ингибиторов от 
жиров и фенолов 
Сушка 
Осаждение белковых 
ингибиторов 
  
 
 
 
 
 
Рис. 1.  Блок-схема получения комплекса белков-ингибиторов ферментов 
 
Семена фасоли – твердый материал, поэтому применим метод измельчения на шаровой 
или валковой мельнице, в которой исследуемый материал продавливается между тесно 
сближенными вальцами. Измельчение проводится для облегчения экстракции биологически 
активных соединений из сырья.  
После гомогенизации осуществляется процесс извлечения белковых веществ. 
Известно, что белковые вещества чувствительны к повышению температуры и действию 
многих химических реагентов, и в неправильно подобранных условиях они будут подвергаться 
денатурации, т. е. терять некоторые природные свойства (например, растворимость, 
биологическую активность) [5]. Выбор раствора для экстракции зависит от особенностей белка. 
Чаще всего используют буферные смеси со значениями от кислых до слабощелочных. Они 
обеспечивают мягкие условия экстракции белковых веществ, при которых сохраняется природная 
структура их молекул [7]. Перед экстракцией для инактивации ферментов фасоли использовали 
охлаждение в течение 30 мин. 
В качестве экстрагента для извлечения белков из фасоли был выбран фосфатный 
буферный раствор с рН=8 (рис. 2). Значения pH такой буферной системы соответствуют 
наиболее важным в физиологическом отношении значениям реакци- онной среды. 
Фосфатный буфер находит широкое применение в промышленности, так как является 
изотоническим и нетоксичен для клеток.  
 
 
 Рис. 2. Диаграмма подбора оптимального экстрагента 
 
Для интенсификации процесса экстракции было определено соотношение сырья и 
растворителя. Данные по определению гидромодуля представлены на рис. 3. Оптимальное 
значение 1:15. 
 
 
 
Рис. 3.  Содержание белка в экстракте  
в зависимости от соотношения сырье – буфер  
 
Для отделения биомассы после обработки буферным раствором использовали процесс 
центрифугирования (4 000 об./мин, температура +5 0С). В экстракте обнаруживались белковые 
вещества, обладающие ингибиторной активностью. Затем для более тонкой очистки 
осуществляли процесс фильтрования под вакуумом. Состав фильтрата исследовали на 
анализаторе размера частиц. Эффективный диаметр белковых частиц был равен 179,2 нм, 
показатель полидисперсности – 0,269. 
На рис. 4 представлен график многомодульного распределения размера, из которого 
видно, что в растворе находятся три фракции, две их которых преобладают. 
 
 
Рис. 4. График многомодульного распределения размера 
(фосфатный буфер, рН = 8, соотношение сырья и экстрагента – 1:15) 
 
Для осаждения белковых веществ используют органические растворители. Основной 
механизм процесса заключается в том, что по мере возрастания концентрации органического 
растворителя снижается способность воды к сольватации заряженных гидрофильных молекул 
фермента. Происходит снижение растворимости белков до уровня, при котором начинается 
агрегация и осаждение [8]. В качестве осадителей нами были выбраны ацетон и этанол. 
Используемый растворитель должен полностью смешиваться с водой, не реагировать с белками и 
обладать хорошим осаждающим действием. Ацетон обладает меньшим денатурирующим 
действием, чем этанол. Он также более летуч, что позволяет легко удалять его из растворенного 
осадка при пониженном давлении. Опытным путем было выявлено, что при использовании 
этанола происходит неполное осаждение. 
Проанализировав полученные результаты, можно сделать вывод, что с увеличением 
объема осадителя возрастает масса комплекса белковых ингибиторов. 
Осадок после отделения промывали холодным ацетоном и диэтиловым эфиром. 
Полученные ингибиторы сушили при температуре 30 °С [9]. После высушивания белковые 
вещества становятся бело-кремового цвета и легко снимаются с фильтра. 
Так как исследование направлено не только на выделение белковых ингибиторов, но и на 
создание диагностических препаратов на основе белковых ингибиторов для определения 
амилолитической активности или для выделения организмов, обладающей такой активностью, 
проводились опыты по выявлению активности выделенного белкового комплекса ингибиторов. 
Амилолитическая активность определялась с использованием амилазы слюны и грибной. 
При использовании амилазы слюны субстрат – крахмал полностью подвергался гидролизу, 
ингибирование не происходило. Затем подбирали оптимальную концентрацию для 
бактериальной амилазы, при которой возможно было ингибирование субстрата. 
Экспериментальным методом было выявлено, что при концентрации раствора амилазы 0,01 % 
возможно частичное ингибирование, это значит, что при данной концентрации выделенный 
комплекс белковых ингибиторов действует на субстрат и амилазу. 
Таким образом, в данном научном исследовании был разработан и охарактеризован 
многоступенчатый подход выделения ингибиторов пищеварительных ферментов из 
растительного сырья для создания в последующем диагностических препаратов. Были описаны 
основные стадии технологического процесса и подобраны оптимальные условия для его 
осуществления. Выход продукта составляет 51–57 % сухих белковых веществ (с размерами 
молекул 173–183 нм) от массы продукта, размеры молекул при использовании фосфатного 
буфера с рН=8 (в соотношении 1:15), тонкой очистки при пониженной температуре и 
органического осадителя. Была определена оптимальная концентрации амилазы (0,01 %) при 
проведении реакции ферментативного гидролиза крахмала. Таким образом, полученные 
ингибиторы можно использовать для выделения алкалофильных амилолитических организмов 
[7]. 
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